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Sumario

Hemos ideado un método simple de separacién de las capas ecto-
dérmica (corion) y entodérmica (allantois) de la membrana corio-alan-
toidea. Consiste en colocar, extendido, un fragmento de membrana so-
bre un balon de jebe lleno de agua. Se aplica golpes de aire en la su-
perficie de la membrana con una bombilla de jebe hasta que dicha su-
perficie pase de brillosa a mate, en seguida se aplica un portaobjetos,
superficte contra superficie y lucgo se retira violentamente quedando es-
tampada en la superficie del vidrio la capa epitelial descada. La obser-
vacién microscopica de las capas asi individualizadas muestra, en vista
frontal, su arquitectura histologica y los caracteristicos detalles estructu-
rales de las células constitutivas (citoplasma, nicleo, nucleolo, inclusio-
nes citoplasméticas, mitocondria, estadios de division mitdtica, etc.).

INTRODUCCION

El unjco método conocido de estudio de la membrana corio-alan-
toidea, en su estructura, consiste en el examen de secciones delgadas de
fragmentos convenientemente preparados por medio de las usuales técni-
cas histoldgicas (fijacion, deshidratacion, inclusion y seccidn). Las sec-
ciones son transversales no habiendo dado resultados satisfactorios los
cortes frontales (Nasemann y Pohlmeier, 1957). Asimismo, los intentos
de visualizacién de las estructuras de la membrana por medio de la ob-
servacién frontal microscopica, incluso la microscopia de contraste de fase,
no proporcionan informacion satisfactoria (Tyrrell, Tamm, Forssman y
Horsfall, 1954; Tamm y Tyrrell, 1954), obviamente debido al notable
grosor de la membrana y a su complejidad estructural.

* Este trabajo de investigacidn fue realizado en el Tropeninstitut, Hamburge, Alemonia
(1958 - 1960} con ayuda de una beca concedida por la "Alexander von Humboldt-
Stiftung’".

Traducido con permiso de los editores de: Chorio-allantoic Membrane Touch Prepara-
tions. The Anatomical Record, Vol. 149, N° 3, July 1964,
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El nuevo método, que vamos a describir, permite la visidn plena
de las capas coriénica y alantoidea de la membrana, y contribuye a una
mejor comprensién de su estruclura y fisiologia y es aplicable, por tanto,
al estudio de las lesiones producidas por los diversos agentes infecciosos.

MATERIAL Y METODO

Fueron empleados huevos embrionados de gallina, de 10 a 12 dias
de edad. Con un lapiz y bajo transiluminacion en un ovoscopio, se de-
limita el contorno de la zona mejor vascularizada de la membrana corio-
alantoidea, obteniéndose un trazo eliptico en la cdscara. Se secciona la
cascara con una tijera siguicndo el mencionado trazo, asi como la mem-
brana subyacente, obteniéndose de esta manera dos casquetes de diferente
tamano, el mayor conteniendo la zona mejor vascularizada, que es con
el que vamos a trabajar.

A. TImpresion de la capa coridnica
(ectodermo)

Para obtener impresiones de la capa ectodérmica, se despega cui-
dadosamente e] fragmento de membrana de la cdscara y se deja caer
en solucion de Ringer; se la coloca y se la extiende en la superficie de
un balén lleno de liquido (balén de jebe), quedando expuesta al aire
la superficie de la capa ectodérmica, con ¢} balén como soporte. Se in-
troduce el conjunto baldon-membrana dentro de una camara (Caja alta
de Petri conteniendo en su interior un soporte adecuado de varilla de vi-
drio y formol en el fondo) saturada de vapores de formol al 409 du-
rante un minuto. Se saca la preparacidn de la cdmara y se aplican gol-
pes de aire contra la supcrficic de la membrana por medio de una bom-
billa de jebe hasta que dicha superficic, brillosa de por si, se vuclva
mate. Luego se coloca el balon sobre una superficie firme (mesa) y sc
sujetan los bordes de la membrana con los dedos de la mano izquierda,
y con la mano derecha se aplica un portaobjetos, superficie contra super-
ficie, y se presiona suavemente hasta deformar el balén; entonces se re-
tira bruscamente el portaobjetos quedando estampada cn la superficie del
vidrio 1a capa epitelial descada. Algunas veces puede ser necesario repe-
tir la maniobra para obtener éxito.

B. Impresion de la capa alantoidea
(entodermo)

Para obtener impresiones de la capa alantoidea, todo el fragmento
de cascara conteniendlo la membrana se introduce en la camara de fijacion
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por un minuto. Inmediatamente después se despega la membrana de la
cascara y se sumerge en solucion de Ringer; luego se la coloca extendicda
encima del balon de jebe, por su cara ectodérmica; el resto del procedi-
miento es igual al descrito anteriormente.

Si las impresiones se repiten después que han sido despegacas
las capas epiteliales, se adhicren a la superficie del vidrio numerosas cé-
lulas alargadas, las que corrernonden a fibroblastos de la capa mesodér-
mica.

Se pueden obtener impresiones del epitelio externo del saco de la
yema y del amnios, directamente, sin necesidad de montarlos en un ba-
lon, desde que cllos son organos llenos de liquido.

El método fue también aplicado a membranas en las que ce hizo
cambio de cimara siguicndo el cliasico y muy conocido método; las im-
presiones fueron obtenidas ccriadamente del piso de la falsa cimara.

Las impresiones asi obtenidas pueden dejarse secar al aire y luego
cclorcarlas como si se tratara de frotiscs de cangre, con Leishman, Whright
o Giemsa; o si no pueden ser coloreadas con hematoxilina-eosina previa
fijacion con el liquido de Carnoy. Nosotros preferimos emplear los va-
pores de formol como fijader y colorante de Gicmsa para la coloracion,
siguiendo una técnica que serd dada a conocer en otra oportunidad.

Paralelamente y con propositos de control y comparacion hicirnos
cortes histoldgicos de meusbranas fijadas en 5% de formol, deshidrata-
das ¢ incluidas en parafina, siguiendo la cldsica técnica histoldgica.

Un punto importante sc relaciona con el balon de jebe; sus pare-
des deben ser extremadamente delgadas y se le llena de agua hasta que
su tamano cca ligcramente maycr que el de un huevo de gallina; de
esta manera se obtienen baloncs blandos. Segiin nuestra experiencia, los
meiores recul:ados se obtienen con balones lo mis blandos posibles. En
el mercado se pueden obtener los de marca “Sultin” (Akwell Corp.,
Akron, Ohio, US.A)).

RESULTADOS
Con el método que acabamos de describir nos ha sido posible sc-

parar grandes areas de ectodermo y entodermo de su lecho mesodérmico
y estamparlos en portaobjetos. Después de colorear con Giemsa la capa



Fig. N°® ). Copas epitelioles de la membrana corio-alantoidea impresas en portaob-
jetos, de embrién de gollina de 12 dios de edad; tamario naotural; coloracién con
Glemsa. Arribe: capa ectodérmica mostrondo un sector marginal sefclada por flechas,
correspondiente (en observacion microscépica) o su componente ‘‘supra-copilar'’. Abajo:
copa ectodérmica mostrands claramente huellas de vasos.
Fig. N* 2. Capa ectodérmica a uno amplificacién de 102.7 X. A lg izquierda: la capa
en su completo espesor mostrando ru caracteristica ectructura celular densa. A la
derecha: el sector “‘supra-capilar’’ compuestc de una sola capa de célules.
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coridnica aparece de un color azul-rojizo oscuro (capa gruesa) y la capa
alantoidea de un color azul-rojizo claro (capa delgada) (Fig. 1). La su-
perficie de estas membranas muestra habituaimente trazos vasculares. Las
membranas de embriones de més de 15 dias de edad, frecuentemente no
dan buenas impresiones, debido a que son mas gruesas y mas duras que
las de embriones tiernos. La exposicién excesiva a los vapores de for-
mol también hace disminuir la adhesividad al vidrio.

Con el método se produce la distorsion de solamente una insigni-
ficante parte de la poblacién celular.

A. Capa corionica

Para comprender qué es lo que se ve frontalmente con el micros-
copio, nosotros debemos recordar que esta capa, desde el punto de
vista histoldgico, consiste en una red capilar empotrada en una ¢apa de
células epiteliales, lo cual ha sido demostrado mediante cortes histold-
gicos transversales (Danchakoff, 1917; Nauck y Nasseman, 1953; Bo-
rysco y Bang, 1953). Nosotros vamos a denominar “capa supra-capilar”
a la capa de células epiteliales situadas por encima de la red capilar y
en contacto directo con la membrana blanca de la cascara; y “capa sub-
capilar” a la situada por debajo de la red capilar y reposando directa-
mente en el lecho mesodérmico. Puede suceder que queden impresas en
el vidrio dreas intactas de ectodermo (comprendiendo ambas capas, la su-
pracapilar, y la capilar) o solamente parte de él, el epitelio supracapilar,
especialmente cuando las impresiones son hechas de membranas de em-
briones de aproximadamente 12 dias de edad (Figs. 1y 2).

La “capa supra-capilar” consta de una sola fila de células epite-
liales cuyos protoplasmas tienden a ser anchos y los nticleos a ser pe-
quefios conforme van pasando los dias. El nucleolo puede ser simple o
doble. Con los vapores de formol como fijador y con la subsiguiente co-
loracién con Giemsa, en la parte central de los nucleolos aparece un punto
azul oscuro. La “capa supracapilar” estd condenada a desaparecer; de
encuentra bien desarrollada entre los 10 y 13 dias, pero en los dias sub-
siguientes la poblacion celular tiende a disminuir de tal manera que al
décimo-quinto dia se encuentran solamente algunos restos y a partir del
décimo-sexto dia ya no se ve nada. Esto significa que la red capilar es-
tablece contacto directo con la membrana de la ciscara, de tal manera
que las impresiones correspondientes ya no muestran mas a la “capa su-
pra-capilar”.

La red capilar de] ectodermo se identifica por la presencia de eri-
trocitos en la luz de Jos vasos capilares y cuyas paredes estdn constitui-



Fig. N® 3. Capa edodérmica a vna amplificocién de 969 X; corresponde a lo copa
en su espesor completo (sector izquierdo de la Fig. 2). Note que las células se en-
cuentran situadas a diferentes plonos.

Fig. N°* 4. Capa ectodérmica correspondiente al piso de la falsa cémara, a las 48
horas de la creacién de la cdmara. las células epiteliales aparecen mostrande nu-
cleolos prominentes y acidéfilos, asi como inclusiones intracitoplasmdticas en cantidad
abundante.
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das de células epiteliales con ndcleos alargados. Los espacios de Ja ma-
lla o red capilar (espacios intercapilares) tienen un diametro aproximado
de 15 micras.

La “capa subcapilar” estd constituida de células epiteliales con nu-
cleo grande y ovoide y prominente nucleolo simple o doble; dichas cé-
lulas se encuentran situadas en diferentes planos.

En el ectodermo pueden verse también figuras de mitosis e histio-
citos dispersos.

B. Capa alantoidea

La cantidad de ntcleos, en observaciones microscopicas frontales,
es mucho menor que lo que se ve en dreas equivalentes de capa ecto-
dérmica (Figs. 2, 3, 5 y 6). Las células epiteliales poseen un tamafo con-
siderable asi_como los correspondientes nucleos, los cuales contienen nu-
cleolos borrosamente visibles (Fig. 6). Ei c1toplasma de las células tiene
contornos definidos y se encuentra lleno de inclusiones acidéfilas proba-
blemente de naturaleza lipéidica (Borysko y Bang, 1953). Se ven fre-
cuentemente figuras de mitosis. Las células se disponen casi siempre en
una sola capa (epitelio simple) y esto se confirma en la secciones histo-
légicas transversales; sin embargo, pueden verse algunas areas con ten-
dencia a la estratificacion.

C. Membrana de la cimara artificial

Las observaciones seriadas de impresiones del segmento de mem-
brana correspondiente al piso de la falsa camara muestran que la capa
coridnica experimenta un proceso de atenuacién y simplificacién, pues se
constatan los siguientes cambios:

1. La “capa supracapilar” degenera; el nicleo de sus células se
torna pequefo y desaparece aproximadamente a las 24 horas.

2. Desaparece la red capilar.

3. Las células de la capa subcapilar no muestran alteracién du-
rante las tres primeras horas de hecho el cambio de camara; entre tres
y seis horas el ntcleo es aproximadamente del mismo tamano pero los nu-
cleolos se agrandan notablemente y son basofilos; entre 20 y 48 horas
tanto los ntcleos como los nucleolos son grandes, y las figuras de mi-
tosis son muy numerosas. En los dias subsiguicntes el tamafno de los nt-
cleos disminuye, pero los nucleolos contintan grandes y se tornan defi-
nitivamente acidéfilos (Fig. 4); muchos nucleolos muestran un halo peri-
nuclear. El resultado final es la transformacién de toda la capa ectodér-
mica en un epitelio simple muy semejante a la capa entodérmica, con



Fig. N®* 5. Capa entodérmica a una ompliacién de 102.7 X,
Fig. N® 6. Copo ecindérmica a una ampliatién de 969 X mostrando abundontes
inclusiones intracitoplasmdticas y ausencias de nucleolos o nucleolos apenas visibles.




380 ANALES DE LA

abundantes inclusiones en el citoplasma de las células y cuyos contornos
son definidos; pero se puede diferenciar de ésta (capa alantoidea) por
la presencia de muy destacados nucleolos aciddfilos en el interior de los
correspondientes ntcleos (Fig. 4).

DISCUSION

El método que hemos descrito permite separar las capas ectodér-
mica y entodérmica de la membrana corio-alantoidea y estudiarlas en
observacién frontal. Al lado de los cortes histoldgicos obtenidos con las
técnicas clasicas, el método permite una mejor comprension de la es-
tructura y de la fisiologia de la membrana corio-alantoidea y atn el ha-
llazgo de ciertos detalles que hubieron de pasar desapercibidos. Con ¢l
método de las secciones transversales es posible ver solamente la sec-
cién de una sola fila de células, mientras que con el nuevo método se
llega a ver una cantidad de células muchisimo mayor.

El hecho de que las capas epiteliales de la membrana corio-alan-
toidea pueden ser separadas facilmente indica que la adhesion de ellas al
lecho mesodérmico es débil. Frecuentemente se observa que cuando se
despega la membrana corio-alantoidea de la cascara quedan en la mem-
brana blanca de la cdscara manchas de color marrén-rojizo; hemos po-
dido demostrar que estas manchas corresponden a la capa ectodérmica
mediante cortes histolégicos y mediante la observacion microscépica del
legrado y coloracion correspondiente. Aun en membranas fijadas con for-
mo] es posible separar las dos capas epiteliales con ayuda de finas pin-
zas, por traccion. La adhesividad de las mencionadas capas epiteliales
al vidrio y la subsecuente traccion son suficientes para romper la unién
laxa y lograr la impresion, a condicion de que el contacto de las super-
ficies (membrana-vidrio) sea firme, lo que significa que el liquido que ta-
piza la superficie epitelial sea eliminada mediante golpes de aire hasta
que se torne mate; bajo esta condicion creemos que la capa liquida que
tapiza la superfiice de la membrana tiene un espesor minimo.

La poblacién celular que constituye las capas ectodérmica y en-
todérmica se ve frontalmente con el aspecto de un cultivo de tejidos en
“monolayer”.

Hemos podido constatar que la creacion de una cdmara artificial
en huevos embrionados produce en el drea correspondiente al piso de la
camara un interesante proceso de simplificacion en el que dertos gru-
pos de células (epitelio supracapilar y red capilar) desaparecen, mien-
tras que las células epiteliales de la capa subcapilar sobreviven y se in-
crementan, formando al final un simple epitelio probablemente ya sin
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funcion respiratoria. Este proceso estd asociado con la produccion de un
extraordinario nimero de mitosis e hipertrofia nuclear y nucleolar que se
inicia a las pocas horas de verificado ¢l cambio de cimara. El aumento
del volumen de los nucleolos ha sido relacionado con un proceso de sin-
tesis rapida de proteinas (Hyden, 1947).

El método de las impresiones de la membrana corio-alantoidea ha
permitido la individualizacién de una capa epitelial en contacto directo
con la membrana de la ciscara, la que nosotros denominamos “capa su-
pra-capilar”. Esta capa degenera gradualmente y, finalmente, desaparece
cuando el embrion llega a los 16 dias de edad, permitiendo que la red
capilar entre en contacto directo con la membrana de la cdscara. Dancha-
koff (1917) y Romanoff (1952) afirman que la red capilar entra cn
contacto directo entre el décimo-tercero y el décimo-quinto dia. En ver-
dad, ésta es la impresidon que se tiene cuando las observaciones se ha-
cen en cortes histologicos, tal como lo hizo Danchakoff (1917) y que
nosotros también lo hicimos para compararlo con nuestro propio método.
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